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RESUMO

As células-tronco mesenquimais constituem uma rara populacdo de células progenitoras com
capacidade de diferenciacdo multipotencial e parecem constituir uma ferramenta atrativa no
contexto da engenharia de tecidos e da terapia celular. O desenvolvimento de novos materiais
pode ser citado como um setor de vanguarda para a engenharia de tecidos; e os biopolimeros
despontam como biomateriais inovadores com vasta aplicagdo na biologia celular, especialmente
em funcéo de sua biocompatibilidade. Nesse contexto, temos como principal objetivo estudar a
evolucdo das caracteristicas morfoldgicas das células-tronco mesenquimais de corddo umbilical
humano quando cultivadas sobre suportes de biopolimero de cana-de-agUcar (gel ou membranas),
enfatizando-se a potencial capacidade dessas células diferenciarem-se em queratindcitos. Corddes
umbilicais foram obtidos de parturientes do Setor de Obstetricia do Hospital das Clinicas/UFPE
(n=40, com 30 a 40 semanas de idade gestacional). Veias de corddes umbilicais foram
preenchidas com colagenase tipo 1V e mantidas a 37° C. As células coletadas foram centrifugadas
por 10 minutos e ressuspendidas em meio DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino,
mistura de antibidticos e plaqueadas em garrafas (10° células/mL). Os aspectos morfolégicos das
células fenotipicamente semelhantes as células-tronco mesenquimais foram avaliados com 3, 5,
10, 14, 28, 40 e 45 dias, através de microscépio invertido com contraste de fase e sistema de
captura de imagem. Com 72h de cultivo sobre um suporte comercial, observamos que as células-
tronco mesenquimais apresentaram-se com aspecto fibroblastdide difuso e a formacdo de
monocamada ocorreu com cinco dias. Células cultivadas em placas contendo o gel de
biopolimero de cana-de-acUcar também apresentaram morfologia semelhante a fibroblastos
(72h), porém mais alongadas e dispostas radialmente; com formacdo de monocamada em torno
de sete dias. Quando cultivadas sobre membranas desse biomaterial, notamos com o auxilio de
microscopio invertido, células com formato variando de arredondadas a fibroblastoides, e através
da microscopia eletronica de varredura foi possivel detalhar essa variacdo no formato das células
e perceber a emissdo de finos prolongamentos (nanofibras). Nos ensaios de diferenciacdo das
células-tronco mesenquimais em queratindcitos usando-se o gel de biopolimero de cana-de-
acucar como suporte, observamos que inicialmente grande parte das células conservou a
morfologia arredondada e apresentaram-se de forma enfileirada, especialmente em algumas areas
do referido gel, e em torno de 14 dias a tipica forma cubdide-arredondada das colonias de
queratindcitos pode ser observada. Os resultados do nosso estudo sugerem que os suportes (gel
ou membranas) de biopolimeros de cana-de-agucar foram capazes de favorecer o crescimento e a
diferenciacdo das células-tronco mesenquimais e mais experimentos deverdo ser realizados para
que o cultivo dessas células nessas condicGes, possivelmente, possa fornecer uma fonte
eticamente ndo controversa e facilmente acessivel de queratindcitos para futuras aplicacdes
experimentais e clinicas.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais; biopolimero de cana-de-actcar; morfologia
celular; diferenciacdo celular e queratindcitos.



ABSTRACT

The mesenchymal stem cells are a rare population of progenitor cells with multi-potential
differentiation capacity and seem to be an attractive tool in the context of tissue engineering and
cell therapy. The development of new materials can be cited as a leading sector for tissue
engineering and biomaterials, biopolymers are considered innovative with wide application in
cell biology, especially due to its biocompatibility. In this context, we have as main objective to
study the evolution of morphological features of mesenchymal stem cells from human umbilical
cord when grown on substrates sugarcanr biopolymer (gel or membranes), emphasizing the
potential ability of these cells differentiate into keratinocytes. Umbilical cords were obtained
from pregnant women of the Department of Obstetrics, Hospital das Clinicas / UFPE (n = 40, 30
to 40 weeks gestational age), Veins of umbilical cords were filled with collagenase type IV and
maintained at 37 °C (5 min). The collected cells were centrifuged for 10 minutes and resuspended
in DMEM supplemented with 20% fetal bovine serum, misture of antibiotics, in bottles (10°
cells/fmL). The morphology of cells phenotypically similar to mesenchymal stem cells were
evaluated 3, 5, 10, 14, 28, 40 and 45 days, using an inverted microscope with phase contrast and
image capture system. With 72 h of cultivation using as commercial support, we found that
mesenchymal stem cells presented with diffuse and fibroblastoid monolayer formation occurred
in five days. Cells grown on the plates containing the gel of sugarcane biopolymer also showed
morphology similar to fibroblasts (72 h), but more elongated and arranged radially, whereas the
formation of fibroblastoid colonies was visualized with seven days. When cultured on
membranes we noted by inverted microscope cells with rounded format ranging from and
fibroblastoid; and by the electron microscopy was possible to detail the variation in cell shape
and realize the issue of thin extensions (nanofibers). In assays of differentiation of mesenchymal
stem cells into keratinocytes using gel of sugarcane biopolymer as a support largely observed that
initially retained the morphology of the cells were rounded and is lined form, especially in some
areas of the gel and around 14 days the typical cuboidal shape-rounded colonies of keratinocytes
can be observed. The results of our study suggest that the supports (gel or membrane) of
sugarcane biopolymers were able to enhance growth and differentiation of mesenchymal stem
cells and more experiments should be made so that the cultivation of these cells under these
conditions possibly can provide a source ethically uncontroversial and easily accessible from
keratinocytes for future experimental and clinical applications.

Keywords: Mesenchymal stem cells; biopolymer cane sugar, cell morphology, -cell
differentiation and keratinocytes.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida da populagdo mundial estd associado ao crescimento de
doencas cronico-degenerativas. Essas doencas representam um alto custo social, além de muitas
ndo terem um tratamento efetivo. Neste contexto, as células-tronco (CTs) surgem como objeto de
interesse por suas propriedades bioldgicas e potencial médico terapéutico (WEISSMAN, 1997;
DEVINE, 2002).

As CTs sdo células indiferenciadas que possuem a capacidade de autorrenovacdo e
diferenciacio em mdltiplas linhagens (ERICES; CONGEST; MINGUELL, 2000;
QUESENBERRY et al., 2004; LAKSSHMIPATHY; VERFAILLIE, 2005). As CTs adultas
multipotentes sdo as principais células utilizadas nas pesquisas que exploram a questdo do
potencial terapéutico das mesmas. Todavia, estudos e aplicagdes clinicas com células
embrionarias tém se mostrado desafiadores em razdo de véarias controvérsias éticas e politicas em
torno de sua utilizacdo, além de seu alto potencial carcinogénico (REUBINOFF; PERA; FONG,
2000; CIVIN, 2002). Desta forma, as CTs obtidas de tecidos adultos vém sendo amplamente
estudadas (RABIE et al., 2007).

Dentre as CTs adultas, as células-tronco mesenquimais (CTMs) se destacam pela
diferenciagdo em diversos tipos celulares in vitro e in vivo, por terem um isolamento
relativamente facil com alto poder de expansdo e suas caracteristicas imunolégicas, como
imunorregulacdo e baixa imunogenicidade, as tornam uma ferramenta promissora para a terapia
génica, celular e engenharia tecidual (CHAMBERLAIN et al., 2007).

As células-tronco tém a capacidade de se renovarem e se diferenciarem em varias
linhagens de tecidos (FRIEDENSTEIN; DERIGLAZONVA; KULAGINA, 1974; PITTENGER
et al.,, 1999; DEANS et al., 2000; MINGUELL et al., 2000; ORLIC et al., 2001; KOC;
LAZARUS, 2001; ROMANOV et al., 2003; GROVE et al., 2004; KIM et. al., 2004; ZATZ,
2005; JANG et al., 2006; CHAMBERLAIN et al., 2007; SASAHARA et al., 2009; TOAI et al.,
2009; TOAI et al., 2010). Isto assegura um enorme potencial para terapias médicas; uma vez que,
essas células podem ser utilizadas para reparar danos provenientes de acidentes e doencas
(VILAS-BOAS et al., 2004; MEIRELE, 2006; 2008).

As pesquisas com células-tronco estdo ainda num estagio muito inicial e muitas questdes

cientificas devem ser resolvidas até suas aplicacdes se tornarem definitivas. Desenvolver novas
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técnicas e aprimorar as ja desenvolvidas continua sendo importante enfoque de estudo na
utilizacdo de células-tronco, bem como polimeros bioreabsorviveis na engenharia de tecidos
(ALPETER et al., 2004; HERNIGOU et al., 2005, HENG; LIU; PHAN, 2005).

A engenharia tecidual € uma ciéncia que visa superar as limitacdes advindas pelo uso de
proteses artificiais através da substitui¢do por tecidos autdlogos cultivados in vitro que tenham a
capacidade de crescimento, remodelagdo e regeneracdo in vivo (SCHMIDT et al., 2006). A
primeira etapa para a criacdo e estabelecimento de um substituto biolégico € iniciada com o
desenvolvimento, selecdo e processamento de novos suportes (BARBANTI; SAVAGLIA, 2005).

Varios fatores empregados na engenharia tecidual, a exemplo dos biomateriais, s&o
necessarios para a proliferacdo e diferenciacdo celular, especialmente com relagdo ao aspecto de
biocompatibilidade associada a superficie desses novos materiais (LOBO, 2008; PLACE;
EVANS; STEVENS, 2009).

Os biomateriais proporcionam um suporte in vivo para manter a integridade das células
contra forcas mecanicas teciduais, enquanto sustentam o crescimento celular, até a formacao de
uma nova matriz extracelular. Uma vez que, a maioria das células de mamiferos é do tipo
aderente, ou seja, elas morreriam se ndo aderissem a um substrato especifico. Assim, 0s
biomateriais proporcionam a adeséao celular e podem servir para a distribuicdo dessas células com
maior eficiéncia no sitio de injdria (KIM et al., 2007).

Os biopolimeros sdo considerados biomateriais de origem natural com aplicagdes na
economia, desde a producdo de alimentos a implantacdo de novas plataformas para diferenciacédo
celular e decorrente neoformacdo de tecidos com ampla aplicabilidade na area médica. Eles
podem ser divididos em poliésteres, poliamida e polissacarideos; logo quando utilizados na
engenharia tecidual tem a vantagem de evitar possiveis processos de rejeicdo (XUE; GREISLER,
2003). Por sua vez, compreender 0s mecanismos basicos do cultivo das células-tronco
mesenguimais in vitro € um fator chave para o desenvolvimento de novas terapias.

Para que um biomaterial possa ser aplicado na engenharia tecidual, diversas propriedades
deverdo ser avaliadas. A primeira delas refere-se a biocompatibilidade do material e apos isso,
estudos devem ser realizados para verificar a adesdo e proliferacdo celular em cultura (ERICES et
al., 2000; COVAS et al., 2003; MADLA et al., 2005).

O biopolimero a ser trabalhado é um exopolissacarideo produzido a partir da fermentacéo

do melaco (de cana-de-acucar) pela bactéria Zoogloea sp., e desde 2001 foi desenvolvido, no
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Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE, uma série de ensaios quimicos para adequar o
biopolimero as diversas aplicacdes cirurgicas (PETERSON-BEEDLE et al., 2000; AGUIAR et
al., 2007; CAVALCANTE, et al., 2007; SILVEIRA et al., 2007).

Uma das caracteristicas dos biopolimeros que contém carboidratos consiste em sua
relevante biocompatibilidade, o que viabiliza suas aplicagdes farmacoldgica, biotecnoldgica e
biomédica. Estes polissacarideos sdo utilizados na fabricacdo de cépsulas biodegradaveis,
hidrogéis biocompativeis e bioimplantes (SANTOS-MAGALHAES et al., 2007), em material
para sutura, além de malhas disponiveis para substituicdo de tecidos isentas de reacdes alérgicas
por contato (VAN DE VELDE; KIENKENS, 2002; VARMA et al., 2004; LIMA, et al. 2005;
SILVA et al., 2006; CZAJA et al., 2006; CHAGAS et al., 2006).

Estudos prévios demonstraram a baixa citotoxicidade desse material, constituindo-se em
um dos primeiros ensaios para a potencial aplicacdo clinica de um novo material (CASTRO et
al., 2004). Pesquisas envolvendo o uso de membranas de biopolimero de cana-de-aclcar na
reconstrucdo de artérias comprovaram a eficacia dessas no campo da angioplastia (MARQUES et
al., 2007). E segundo, Medeiros et al. (2008) e Barros (2010) o uso do biopolimero de cana-de-
acucar como um novo suporte de cultivo das CTMs de corddo umbilical humano foi capaz de
sustentar o crescimento das mesmas, favorecendo a remodelacdo citoplasmatica com o evoluir da
cultura.

Recentemente, a idéia de se obter queratinécitos a partir de CTMs de corddo umbilical
humano vem se tornando o alvo da investigacdo de alguns pesquisadores; devido principalmente
a capacidade de diferenciacdo dessas células e habilidades imunomodulatorias e
antiinflamatdrias, naturezas cruciais nos casos de procedimentos de enxerto para regeneracdo da
pele (LEE et al., 2004; TSE; LAUGHLIN, 2005; KOGLER; WERNET, 2006; VAN de VEM et
al., 2007; TOAI et al., 2009).

Em vista do exposto, no presente estudo, objetivou-se avaliar a utilizacdo de biopolimeros
de cana-de-acucar (gel e membranas) como suportes no cultivo de queratinocitos a partir da

diferenciacéo de células-tronco mesenquimais do corddo umbilical humano.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.2. Células-Tronco Mesenquimais

2.2.1 Breve Historico

A existéncia de células-tronco ndo-hematopoiéticas na medula 6ssea foi inicialmente sugerida
por Clonheim, em 1867. No entanto, s6 com os achados de Friedenstein et al. (1974) é que essa
teoria veio a ser comprovada. Em meados da década de 70 na Rdassia, Friedenstein foi
considerado o primeiro pesquisador a descrever o isolamento na medula éssea de uma populacéo
de células clonogénicas aderentes ao plastico, em formato de espiculas, dispostas em
monocamada, que definiu como Unidades de Colbnias formadoras de Fibroblastos (CFU-Fs).

Posteriormente, Owen demonstrou que essas células eram precursores comuns dos tecidos
mesenquimais, ou seja, dotadas da capacidade de se transformarem em condrdécitos, ostedcitos e
adipdcitos. Com base nesses estudos que comprovaram a capacidade de autorrenovagdo e
diferenciacdo, as células estromais de medula 6ssea foram consideradas células-tronco por

Caplan e passaram a ser denominadas de células-tronco mesenquimais.

2.2.2 Fontes de Células-Tronco Mesenquimais

A medula 6ssea constitui um dos principais sitios doadores de CTMs, assim como de células-
tronco hematopoiéticas (CTH) e endoteliais (PINTTENGER et al., 1999). Entretanto, as CTMs
estdo presentes virtualmente em todos os 6rgdos do corpo; fornecendo suporte estrutural, além de
regular a passagem de células através dos tecidos (BYDLOWSKI et al., 2009).

Recentemente, CTs da medula éssea de camundongos foram injetadas endovenosamente em
um modelo murino de cardiopatia chagasica cronica, tendo sido observado uma melhora da
miocardite e diminuicdo da fibrose do tecido afetado (SOARES et al., 2007). Em outro estudo
com seres humanos, células da medula 6ssea da crista iliaca de pacientes com cardiopatia
chagasica foram extraidas, purificadas e reintroduzidas nesses pacientes atraves de cateterismo
coronariano, onde os resultados preliminares deste procedimento demonstraram ser esta uma
terapia segura e exequivel (VILAS-BOAS et al., 2004).

O sangue de corddo umbilical (SCU) é uma rica fonte de células progenitoras e CTs

hematopoiéticas comumente utilizadas para aplicacGes clinicas. Dados referentes a presenca de
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CTMs no SCU séo controversos. Segundo Mareschi et al. (2001) essas células ndo poderiam ser
cultivadas isoladamente ou sucessivamente a partir do SCU de um doador a termo. Em um estudo
recente, Secco et al. (2008) compararam a eficiéncia em obter CTMs do corddo umbilical e do
SCU e sugeriram que o corddo ¢ a fonte mais facil de se obter CTMs e 0 seu armazenamento em
bancos publicos e privados de corddo. Por outro lado, Erices et al. (2000) e Campagnoli et al.
(2001) defenderam a presenca de CTMs em diversos orgédos fetais e circulando no sangue de
fetos pré-termos simultaneamente com precursores hematopoiéticos. Esses achados conduzem a
questdo de que as CTMs possivelmente estdo depositadas no estroma placentario e/ou no estroma
do corddo umbilical, incluindo-se também aquele pertencente a parede dos vasos sanglineos, em
especial a veia do corddo umbilical.

Covas et al. (2003) e Romanov et al. (2003) estabeleceram culturas de CTMs provenientes
das camadas endotelial e subendotelial de veias do corddo umbilical humano e observaram que
essas células apresentavam morfologia semelhante a fibroblastos com capacidade de se
diferenciarem em adipécitos e osteoblastos, cuja expressdo mesenquimal foi revelada com o

auxilio de marcadores comerciais.

2.2.3 Imunofenotipagem

Todas as células do organismo apresentam um perfil de marcadores de superficie que
caracterizam a singularidade biolégica e a marca das células que os contém (COVAS, 2006).
Apesar da grande quantidade de marcadores positivos descritos na literatura ndo ha para as CTMs
um marcador positivo definido e definitivo. Sendo sua caracterizacdo estabelecida pela
identificacdo de uma combinacdo de marcadores especificos e ndo especificos.

Para a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) as CTMs sdo positivas para a
expressdo dos marcadores CD105, CD73 e CD90 e; os marcadores CD34, CD45, CD14, ou
CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR nédo devem ser expressos em mais de 95% das células em
cultura. Esta mesma sociedade estabelece tambeém que: quando ausentes as expressdes dos
marcadores hematopoieticos a identificacdo das CTM pode ser feita apenas pela deteccdo da
expressdo dos marcadores CD105, CD73 e CD90. Porém, as células devem ser aderentes,
cultivaveis por longos periodos e capazes de se diferenciar em pelo menos duas linhagens
celulares (HORWITZ et al., 2005).
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Essas células também expressam os marcadores de indiferenciagdo OCT-4, Nanog e SSAE %
(BAKSH et al., 2004).

Existe um consenso na literatura de que as CTMs ndo possuem marcadores tipicos de células
de linhagens hematopoiéticas e endoteliais, como, por exemplo: CD11b (marcador de célula
imune - integrina Mac-1), CD14 (receptor de lipopolissacarideo LPS), CD31 (PECAM-1.:
molécula de adesdo plaquetaria), CD33 (receptor transmembrana de células mieloides), CD34
(receptor de células endoteliais), CD133 e CD45 (presentes em todas as células hematopoiéticas).
A auséncia dos antigenos CD14, CD34 e CD45 na superficie dessas células mesenquimais

permite distingui-las das precursoras hematopoéticas (LIU et al., 2009).

2.3. Células-Tronco Mesenquimais e a Engenharia de Tecidos

As pesquisas com células-tronco estdo ainda num estadgio muito inicial e muitas questdes
cientificas devem ser resolvidas até suas aplicacdes se tornarem definitivas. Desenvolver novas
técnicas e aprimorar as ja desenvolvidas continua sendo importante enfoque de estudo na
utilizacdo de polimeros biorreabsorviveis na engenharia de tecidos (ALPETER et al., 2004).

A engenharia tecidual ¢ uma ciéncia que visa superar as limitacfes advindas pelo uso de
préteses artificiais através da substituicdo por tecidos aut6logos cultivados in vitro que tenham a
capacidade de crescimento, remodelacdo e regeneracdo in vivo (SCHMIDT et al., 2006). A
primeira etapa para a criacdo e estabelecimento de um substituto biol6gico é iniciada com o
desenvolvimento, selecdo e processamento de novos suportes (BARBANTI; SAVAGLIA, 2005).

Vérios fatores empregados na engenharia tecidual, a exemplo dos biomateriais, sao
necessarios para a proliferacdo e diferenciacéo celular, especialmente com relacdo ao aspecto de
biocompatibilidade associada a superficie desses novos materiais (LOBO, 2008; PLACE;
EVANS; STEVENS, 2009).

Os biomateriais proporcionam um suporte in vivo para manter a integridade das células contra
forcas mecénicas teciduais, enquanto sustentam o crescimento celular, até a formacdo de uma
nova matriz extracelular. A injecdo direta de suspensdo celular numa regido comprometida, sem
uma matriz de biomaterial, dificultaria a localizacdo das células transplantadas no local da
injuria; considerando-se também que a maioria das células de mamiferos é do tipo aderente, ou

seja, elas morreriam se ndo aderissem a um substrato especifico. Assim, 0s biomateriais
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proporcionam a adesdo celular e podem servir para a distribuicdo dessas células com maior
eficiéncia no sitio de injdria (KIM et al., 2007).

Os biopolimeros sdo um tipo de biomaterial de origem natural que tém aplicacdo em diversos
setores econdémicos, desde a producdo de alimentos a implantacdo de novas plataformas para
diferenciacdo celular e decorrente neoformacdo de tecidos com ampla aplicabilidade na area
médica. Podem ser divididos em poliésteres, poliamida e polissacarideos. A utilizacdo desses
polimeros pela engenharia tecidual tem a vantagem de evitar possiveis processos de rejeicao
(XUE; GREISLER, 2003). Por sua vez, compreender os mecanismos basicos do cultivo dessas
células-tronco mesenquimais in vitro é um fator chave para o desenvolvimento de novas terapias.

O desenvolvimento de um biomaterial para ser aplicado na engenharia tecidual exige que
diversas propriedades sejam avaliadas. A primeira delas refere-se a biocompatibilidade do
material e apds isso, estudos devem ser realizados para verificar a adesdo e proliferacdo celular
em cultura (ERICES et al., 2000; COVAS et al., 2003; MADLA et al., 2005).

Os biomateriais empregados podem ser classificados como permanentes ou temporéarios; ou
seja, materiais permanentes sdo compostos utilizados com o objetivo de substituir um tecido
lesado por tempo indeterminado e dessa forma, sdo produzidos de modo a reter as suas
caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas por longos periodos. Esses tipos de dispositivos sdo
comumente empregados como proteses substituindo articulagfes danificadas, valvulas cardiacas,
lentes intra-oculares e outras utilizagbes. Por outro lado, existem situacbes em que séo
necessarios suportes que preencham apenas temporariamente regides lesadas, até que a
recomposicao tecidual se concretize, ou ainda que direcione 0 processo regenerativo. Nesse caso,
uma alternativa séo os biomateriais temporarios (KAPLAN, 1998; DONATH et al., 2000).

2.4. Biomateriais

Biomaterial é todo material que entra em contato com fluidos corporais, de modo continuo ou
intermitente, mesmo que esteja localizado fora do corpo (PARK, 1979). Todo biomaterial deve
apresentar caracteristicas como n&o-toxicidade, ndo serem carcinogénicos, alergénicos ou
mutagénicos e ndo devem causar danos locais ou sisttmicos (DONATH et al., 2000).

O biomaterial pode ser de origem animal ou sintético, tendo natureza metalica, cerdmica ou

polimérica, utilizado nas substituicbes com caracteristicas as mais proximas das ideais. Sinteticos
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ou naturais, todos os biomateriais tém que exibir a capacidade de serem bem tolerados pelo
organismo do hospedeiro (LYAM, 1989).

Dentre o biomateriais, uma grande importancia tem sido dada aos biopolimeros, que de
acordo com a Associacdo Nacional de Biosseguranca sdo considerados materiais polimericos
classificados estruturalmente como polissacarideos, poliesteres ou poliamidas. A matéria-prima
principal para a sua manufatura é uma fonte de carbono renovével, geralmente um carboidrato
derivado da cana-de-aglicar, milho, batata, trigo ou beterraba (ANBIO — ASSOCIACAO
NACIONAL DE BIOSEGURANCA, 2002).

Esse biomaterial tem um elevado potencial em diversas aplicacbes biomédicas devido a
versatilidade quimica. Tendo as suas propriedades facilmente alteradas por métodos fisicos e
quimicos, permitindo a selecdo de propriedades importantes para cada aplicacdo (KAPLAN,
1998).

A partir da década de 1960, o uso de polimeros biodegradaveis como implantes temporarios
ganharam uma importancia crescente na area médica, abrangendo um vasto ndmero de
aplicacdes, tais como sua utilizacdo em suturas cirargicas, sistemas para liberacdo controlada de
drogas e dispositivos ortopédicos. Dessa maneira, 0s polimeros biodegradaveis vém se
destacando, cada vez mais, na engenharia de tecidos (BARBANTI et al., 2002).

O polissacarideo extracelular (biopolimero de cana-de-agucar) conseguiu diminuir o tempo de
cicatrizacdo em feridas cutaneas de animais domeésticos (COELHO et al., 2002). Foi comprovado
que o referido biopolimero apresenta resultados semelhantes a fascia autéloga quando de enxerto
livre no tratamento de perfuracbes cronicas da membrana timpanica de Chinchilla laniger
(SILVA et al.,, 2006). Os implantes formulados a partir de membrana do polissacarideo,
utilizados para reparo de defeitos produzidos na parede abdominal em ratos, quando comparada
ao politetrafluoretileno expandido, mostrou maior resisténcia a tracdo na interface
implante/hospedeiro (FALCAO; COELHO; NETO, 2008). A membrana do biopolimero de cana-
de-acucar ainda mostrou resposta inflamatoria comparavel ao polipropileno, quando da aplicacéo
de telas ao peritonio parietal de ratos, avaliada através da formacédo de aderéncias com epiplon e
alcas intestinais (LIMA et al, 2005).

2.5. Diferenciacdo de Células-tronco em Queratindécitos in vitro
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Encontrar o caminho da regeneracdo perfeita apds lesbes corporais € sonho de medicos e
cientistas (FU; LI, 2008). A resposta bioldgica a ferimentos em organismos superiores € dividida,
de forma primaria, em duas categorias: regeneracdo tecidual e reparacdo de ferida (CLARK et
al.,1998). Alguns 6rgédos, como a pele, coracdo, pulméo e figado ndo conseguem a regeneragao
completa (STOCUM, 2004). Nos ultimos anos tem havido grande sucesso em se alcancar a
aceleracdo da capacidade de cicatrizacdo de feridas (FU et al., 2000). Alguns trabalhos tém
mostrado uma diminuicdo no tempo de cicatrizacdo atraves do tratamento com fator basico de
crescimento de fibroblasto recobinante (bFGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF), que
encurtam em 2 a 4 dias o tempo de tratamento quando comparado a terapéuticas tradicionais
(YOSHIKAWA et al., 2008), mostrando que alguns mediadores podem diminuir o tempo de
cicatrizacao da pele.

Autores tém optado por aplicar células-tronco derivadas da medula 6ssea com o objetivo de
reconstruir a pele em feridas cronicas ndo cicatrizadas. Trabalhos vém provando que a
regeneracdo cutdnea é possivel com o uso de células-tronco, provendo a reducdo da cicatriz,
restabelecendo a anatomia e fisiologia normais da pele. Essas pesquisas apontam para as células-
tronco adultas que podem ser utilizadas na regeneracdo de tecidos e 6rgdos em quase todas as
lesbes. O uso de células-tronco adultas nas pesquisas médicas, especialmente as mesenquimais
(CTMs), tem sido requerido por mostrar bons resultados e afastar-se de diversos dos problemas
relacionados as células-tronco embrionérias (FU e LI, 2008).

Os estudos atuais mostram que as CTMs tém a capacidade de diferenciacdo para locais
especificos em resposta as condi¢bes fornecidas por diferentes microambientes (FU et al.,
2006a). CTMs ainda expressaram a proteina queratina “keratinocytespecific” e formam estruturas
glandulares, tendo mostrado nas feridas, acelerada resolugcdo e altos niveis de fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e angiopoietina-1, sugerindo-se que as CTMs séo
capazes de promover cicatrizacdo atraves de uma contribuicdo direta e liberagdo de fatores pro-
angiogénicos (WU et al., 2008).

Com o objetivo de diferenciar células-tronco obtidas do interior de blastocistos de ratos,
estudos foram realizados utilizando-se parte do meio de cultura com MEF (fator epidermal
liberado por células alimentadoras) (JANG et al, 2008).

Ainda em 2009 pode ser citado o uso de CaCl, (1,2 mM) para a diferenciacdo dos
queratindcitos (SASAHARA, 2009).
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Células-tronco foram diferenciadas em queratindcitos a partir do uso de mitomycina-C tratada
e a presenca de fibroblastos 3T3 em meio FAD (3:1, mistura de Dulbecco's modified Eagle's
medium [DMEM] e meio Ham-F12), suplementado em 10% de soro fetal bovino suplementado
com insulina, hidrocortisona, toxina colérica, triiodotironina, adenina e fator de crescimento
epidérmico (recombinante humano). Diferenciacdo ectodérmica também pode ser referida
quando induzida por proteina morfogenética humana recombinante tipo IV e &cido ascérbico
(GUENOU, 2009).

Fortunel et al. (2010) realizaram procedimento para a diferenciacdo de células-tronco
epidérmicas em queratindcitos utilizando uma mistura de meios com DMEM e Ham-F12 (3:1),
mais soro fetal bovino, fator de crescimento epidermal (EGF), transferrina, insulina,
hidrocortisona, adenina, triiodothironina, L-glutamina, e mistura de antibidticos; essas culturas
foram acondicionadas em placas com colageno tipo |, fibroblastos e CO, a 5%. A associacdo de
acido ascorbico e proteina morfogenética tipo IV, também pode ser citada no processo de
diferenciacdo de CTMs em queratindcitos (DEL CARLO, 2007; NISSAN, 2010).

Recentes estudos apostam na fabricacdo de substitutos dermais contendo CTMs, aumentando-
se a complexidade de determinados suportes (3D), o que envolve novas tecnologias
(HODGKINSON; BAYAT, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Estudar a evolugdo das caracteristicas morfoldgicas das células-tronco mesenquimais de cordao
umbilical humano cultivadas sobre suportes de biopolimero de cana-de-aglcar (gel e

membranas), observando a possivel capacidade de se diferenciarem em queratindcitos.

3.2. Especificos
. Isolar e cultivar as células-tronco mesenquimais obtidas da veia de corddao umbilical

humano, observar semanalmente através de sistema de video-microscopia.

. Realizar a imunofenotipagem das células através da utilizacdo de marcadores especificos.
. Acompanhar a evolucdo das culturas e subculturas de CTMs através de sistema de video
imagem.

. Averiguar a compatibilidade dessas células com 0s novos suportes atraves da microscopia

eletronica de varredura (ME).
. Analisar as caracteristicas morfolégicas das células-tronco mesenquimais durante o
processo de diferenciacdo em queratindcitos, quando cultivadas sobre o gel de biopolimero de

cana-de-acgucar.
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RESUMO

Revisdo sistematica sobre a metodologia impressa a culturas de células-tronco (embrionérias e
adultas) com o objetivo de diferenciacdo celular em quearatindcitos. Nosso trabalho relaciona os
artigos que informam sobre estimulacGes vigentes em diferenciacdo celular de células-tronco in
vitro. Pesquisa realizada nos bancos de dados PUBMED e BVS, utilizando os seguintes
descritores associados (DECS/MESH TERMS): STEM CELLS, CELL DIFFERENTIATION,
KERATINOCYTES e CELL CULTURE TECHNIQUES e uma segunda pesquisa onde se retirou
0 ultimo descritor. Foram observados 13 (treze) artigos que versavam sobre o tema, incluindo
metodologia de diferenciacdo de células-tronco em cultura. A avaliacdo dos artigos demonstrou a
falta de seguimento de um protocolo unificado, que pudesse trazer um nivel de seguranca
comprovado nas diferenciacdes das células tronco em linhagem epidérmica.

Palavras-Chaves: Células-Tronco, Queratindcitos, Diferenciacdo Celular, Cultura de Ceélulas

(técnicas).

ABSTRACT

Systematic review of the methodology printed in cultures of stem cells (embryonic and adult)
with the objective of cellular differentiation in keratinocytes. Our work relates the articles that
report on current stimulation in cell differentiation of stem cells in vitro. Study was performed in
the databases PubMed and BVS, using the following descriptors associated (DECS / MESH
TERMS): STEM CELLS, CELL DIFFERENTIATION, KERATINOCYTES and CELL
CULTURE TECHNIQUES and a second survey which withdrew the last descriptor. There were
14 (fourteen) articles that focused on the subject, including methods of differentiation of stem
cells in culture. The assessment demonstrated the lack of articles following a unified protocol,
which could bring a security level established in the differentiation of stem cells in epidermal
line.

Keywords: STEM CELLS, KERATINOCYTES, CELLS DIFFERENTIATION, CELL
CULTURE TECHNIQUES.
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DIFERENCIACAO DE CELULAS-TRONCO EM QUERATINOCITOS IN VITRO

INTRODUCAO

Encontrar o caminho da regeneracdo perfeita apds lesbes corporais € sonho de médicos e
cientistas’. Injdrias quimicas e fisicas & pele tém sido uma crescente, principalmente quando
relacionamos tais acontecimentos & evolucdo da indGstria em todo o mundo®®. A resposta
bioldgica a ferimentos em organismos superiores é dividida, de forma priméaria, em duas
categorias: regeneracdo tecidual e reparacdo de ferida®. Alguns 6rgdos, como a pele, coracéo,
pulméo e figado ndo conseguem a regeneracéo completa®. Nos Gltimos anos tem havido grande
sucesso em se alcancar a aceleracdo da capacidade de cicatrizacdo de feridas. Alguns trabalhos
tém mostrado uma diminui¢do do tempo de cicatrizacdo através do tratamento com fator basico
de crescimento de fibroblasto recombinante (bFGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF),
que encurtam em 2 a 4 dias o tempo de tratamento quando comparado a terapéuticas
tradicionais®, mostrando que alguns mediadores podem diminuir o tempo de cicatrizagdo da pele.
Grandes avancos tém sido encontrados na pesquisa em medicina regenerativa com a utilizacdo de
células-tronco embrionarias e adultas, em enxertos e engenharia tecidual. As células-tronco séo
capazes de se autorrenovacao, tornando-se assim uma fonte ilimitada de material para enxertos e
transplantes, contudo ha a necessidade do desenvolvimento de protocolos bem definidos e
eficientes para o direcionamento das diferenciacbes em linhagens especificas, objetivo
conseguido com tais células, como a linhagem epidérmica queratinocitica’.

Autores tém optado por aplicar células-tronco derivadas da medula 6ssea com o objetivo de
reconstruir a pele em feridas cronicas ndo cicatrizadas. Trabalhos vém provando que a

regeneracdo cutanea é possivel com o uso de células-tronco, provendo a reducdo da cicatriz,
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restabelecendo a anatomia e fisiologia normais da pele. Essas pesquisas apontam que as células-
tronco adultas podem ser utilizadas na regeneracéo de tecidos e 6rgaos em quase todas as lesdes.
O uso de células-tronco adultas nas pesquisas médicas, especialmente as mesenquimais (MSCs),
tem sido requerido por mostrar bons resultados e afastar-se de diversos dos problemas
relacionados as células-tronco embrionarias’.

Os estudos atuais mostram que as MSCs tém a capacidade de diferenciacdo para locais
especificos em resposta as sugestdes fornecidas por diferentes microambientes®. MSCs ainda
expressaram a proteina queratina (“queratinocitoespecifica”) e formam estruturas glandulares,
tendo mostrado nas feridas, acelerada resolugédo e altos niveis de fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e angiopoietina-1, sugerindo que o MSCs promoveu cicatrizacdo através de
uma contribuicdo direta e liberacdo de fatores pro-angiogénicos”.

Embora um conhecimento recente, a diferenciacdo de células-tronco embrionarias ou adultas em
diferentes linhagens celulares tem sido alvo de inUmeras pesquisas em todo o mundo. Além das
células-tronco mesenquimais, grande parte dos trabalhos tém tido direcionamento as células-
tronco da propria pele, tanto da fracdo interfolicular como das localizadas no bulge folicular,
reconhecidamente com maior potencial de diferenciacdo em linhagens celulares diversas.

A regeneracdo da pele parece ser algo ainda de uma complexidade muito maior que a reproducéo
acontecida em uma cultura composta por um ou dois grupos celulares, sendo constante o
direcionamento das mesmas aos “organotipos”’, com modelos tridimensionais e multiplos
contatos celulares.

Interessante lembrar que as pesquisas passam a uma fase de experimentacdo em fases in vivo e in
vitro™ onde células-tronco so injetadas em tecido vivo e posteriormente h4 a retirada cirdrgica
de material que sera “plaqueado” em cultura para analise do direcionamento da diferenciagdo das

células injetadas inicialmente.



26

A pele mostra uma histologia complexa, composta de epiderme, derme e hipoderme, mostrando
diversos grupos celulares (queratindcitos, melandcitos, células de Merkel, fibroblastos,
adipdcitos). A derme e a epiderme ainda mostram uma estrutura bem singular, a zona de
membrana basal, com um especial arranjo entre colageno I, 11, IV e VII, elastina, laminina 5,
integrinas, proteoglicanos e glicosaminglicanos. Os queratindcitos, as células preponderantes,
ligam-se através de desmossomos e por meio das constantes divisdes, ascendem até a superficie,
onde atingem a camada cornea. O que ja nos remete as possiveis dificuldades em se “imitar” tdo
elaborado tecido.

A pele guarda pelo menos dois tipos de células-tronco, o primeiro com maior capacidade de
diferenciacdo, presente na bulge folicular, proximo a glandula sebacea, ja as células
interfoliculares mostram menor poder de diferenciacdo, havendo trabalhos que mostraram
estarem em percentual entre 2 a 7% na camada basal da epiderme®. Trabalhar com tais células
pode ser bem mais atraente que empreendimentos cientificos com células-tronco embrionarias ou
mesmo as células-tronco adultas de outros érgdos, como medula 6ssea e corddo umbilical. O
argumento que sustenta tal possibilidade referencia a menor tendéncia, dessas células, as
diferenciacbes em outras linhagens, evitando problemas futuros em um enxerto ou engenharia
tecidual para construcéo de pele artificial”.

Contudo, trabalhar com célula-tronco requer conhecimento de suas fungdes, sobretudo no que diz
respeito as suas possibilidades de diferenciagdo em diversas linhagens celulares. O primeiro
passo a ser dado e firmado trabalha o desenvolvimento de um protocolo seguro, onde se possa

realizar tal transformacao com eficiéncia e seguranca.
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METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi planejada em duas etapas, a primeira utilizando-se os DESCRITORES:
“stem cells”, “cell diferentiation”, “keratinocytes” e “cell culture techniques” (MESH TERMS)
nos bancos de dados do PUBMED e BVS, quando se obteve 25 artigos, dos quais 3 (trés)
mostraram relevancia aos objetivos do estudo.

Na segunda etapa o descritor (MESH/DECS) “cell culture techniques”™ foi retirado, obtendo-se
uma amostra com 214 artigos, dos quais 9 (nove) observaram relacdo direta com nosso interesse.
Na primeira etapa foi observado um artigo de revisdo sobre o0 mesmo tema, datado de 2005,
publicado na EXPERIMENTAL DERMATOLOGY (vol. 14), com o titulo “Directing stem cell

into the keratinocytes lineage in vitro”.

RESULTADOS

Neste trabalho de revisdo consideramos apenas 0s artigos que tratavam de metodologia para a
diferenciacdo de células-tronco embrionérias ou adultas que ndo fossem epiteliais, ou seja, ndo
consideramos as celulas-tronco inseridas no bulge folicular ou mesmo na membrana basal
interfolicular, embora tenhamos observado que quantidade substancial dos trabalhos pleiteava o
tema. Contudo o nosso objetivo fora alinhavado apenas as celulas-tronco embrionarias e adultas
ndo epidérmicas, com desenvolvimento para diferenciacao in vitro.

Relacionamos em tabela os pontos principais das metodologias de diferenciacdo celular em
queratindcitos, apontando 14 trabalhos aparecidos nas duas etapas da metodologia para a revisdo

sistematica.



Autor/Ano Amostra Utilizacdo de meios e suplementos
ITOH et al, Células-tronco Uso de ACIDO RETINOICO para promover o
2011. adultas. direcionamento  ectodérmico e PROTEINA
MORFOGENETICA OSSEA TIPO 4 para
bloquear o destino neural. Ainda se utilizou um
meio livre de soro de queratinocitos (KSFM).
BILOUSOVA, | Células-tronco Células-tronco sdo diferenciadas em uma
CHENe pluripotentes. linhagem de queratindcitos através de aplicacdes
ROOP, 2011. sequenciais de ACIDO RETINOICO e
PROTEINA MORFOGENETICA OSSEA-4,
crescendo em placas revestidas por colagénio 1V.
SIVAMANI et | Células-tronco | Cocultura de células-tronco  mesenquimais
al, 2011. mesenquimais humanas com queratindcitos.
derivadas da
medula dssea.
NISSAN, Células Uso de ACIDO ASCORBICO e PROTEINA
2010. embrionarias MORFOGENETICA OSSEA TIPO 4.
humanas.
GUENOU, Células-tronco Para a diferenciagdo mitomicina-C tratada com
2009. embrionarias de | 3T3 fibroblastos em meio FAD (3:1 mistura de
duas linhas - meio Dulbecco modificado por Eagle [DMEM] e
SAO01 (Cellartis, | meio de Ham F12) e 10% soro fetal bovino
Gotenborg, suplementado com 5 pg/mL insulina, 0,5 pg/mL
Sweden) e H9 | hidrocortisona, 107" mol/L toxina colérica, 1,37
(Wicell, ng/mL triiodotironina, 24 pg/mL adenina e 10
Madison, W1, ng/mL fator de crescimento epidérmico
USA) (recombinante humano). Diferenciagéo
ectodérmica foi induzida por 0,5 nmol/L
PROTEINA MORFOGENETICA HUMAN
RECOMBINANTE HUMANA TIPO 4 e 0,3
mmol/L ACIDO ASCORBICO.
METALLO et | Células-tronco | Células-tronco embrionarias humanas postas em
al, 2008. embrionarias cultura com fibroblastos embrionarios de ratos

humanas.

(MEFs), em meio Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM)/meio DE Ham F-12 contendo 20% de
Knockout Serum Replacer, 1 X MEM
aminoacidos ndo essenciais, 1 mM L-glutamina,
0,1 mM B-mercaptoetanol, e 4 ng/mL fator de
crescimento basico de fibroblasto (bFGF).
Alternativamente  as  células-tronco  foram
plagueadas em MATRIGEL em meio contendo
MEFs e passadas com Dispase. Durante as
passagens de placas, foram usados meios livres de
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fatores de queratindcitos, combinagBes com
DMSO, 1 pM de ACIDO RETINOICO e 25
ng/ml  PROTEINA MORFOGENETICA
OSSEA 4 (BMP-4) ou 125 ng/mL de Noggin.

HUANG et al,
2008.

Células-tronco
do interior de
blastocistos de
ratos.

Em meio de cultura com MEF (células
alimentadoras). A cultura foi lavada 3 vezes com
solugédo salina (PBS), e tratada enzimaticamente
com 2 ml de 0,25% de tripsina (wt/vol) — 0,02%
EDTA (wt/vol) (Invitrogen) por T25 culture flask
por 2 min a 37° C, colhida do meio de
crescimento e passada em MEFs mitoticamente
inativados.

Jl et al, 2006.

Células-tronco
embrionarias
humanas.

Células-tronco foram postas em cultura com
alimentador de células (MEF). As placas foram
cobertas com 0,1% de solucédo de gelatina. A placa
foi incubada durante a noite em 37°C, com
umidificacdo e 5% de CO; antes do plaqueamento
do MEF. Células-tronco foram plaqueadas como
colonias e cultivadas em meio (80% DMEM/F12
media, 20% Knockout Serum Replacement, 1% de
solugdo de L-glutamina, 0,1 mM de
mercaptoetanol, ¢ 0,1 mM MEM solucdo de
aminoacido ndo essencial) suplementado com 4
ng/mL de bFGF. Quando das passagens, 1 mL de
colagenase foi adicionado ao meio (1 mg/mL de
colagenase em DMEM/F12). As células foram
entdo separada da placa. Corpos embridides foram
retirados da placa e semeados em meio definido
livre de soro de queratindcitos (DSFM) e meio
isento de soro queratinocitico (SFM) ou meio
FAD (2,5% de clone fetal II, trés partes de F12
para uma parte de DME, 0,4 pg/mL de
hidrocortisona, 8,4 ng/ml toxina colérica, 5 pg/mL
de insulina, 24 pg/ml de adenina, 10 ng/ml de
fator de crescimento epidérmico e pen/strep).
Cobertura das placas com gelatina a 0,1%,
Matrigel, 10% de FBS, colageno | ou ndo foram
cobertas. Hidrocortisona foi adicionada, em alguns
experimentos a 0,4 pg/mL. Tripsina foi usada para
remover a cultura em monocamada da placa. As
células foram transferidas para meio com
colageno | fixado em DSFM. Solucdo de
cloridrato de calcio foi adicionada ao DSFM em
alguns experimentos, gerando 1 mM de
concentragéo de calcio.
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KAMOLZ et
al, 2006.

Células-tronco
do cordao
umbilical.

Cocultura com células-tronco e queratinocitos, em
cola de fibrina com fibroblastos.

CORAUX et
al, 2003.

Células-tronco
embrionarias de
ratos.

Células-tronco foram plagueadas em meio
formado por MATRIX EXTRACELULAR
(acelular — matrix protéica) — células separadas
com solucdio de EGTA/EDTA (deixando
provavelmente fatores de crescimento e citocinas
na matrix).  Significante  diferenciacdo a
queratindcitos foi observada quando as células-
tronco foram semeadas em ECM derivada de
fibroblastos humanos normais ou de fibroblastos
NIH-3T3 de ratos. Quando a BMF-4 foi
adicionada a cultura, observou-se um importante
direcionamento a queratindcitos. Quando da
adicdo de ACIDO ASCORBICO, ndo houve
sinergismo a BMF-4, ou seja, ndo houve vantagem
a sobrevivéncia dos queratindcitos sobre outros
tipos celulares.

BAGUTTI et
al, 2001.

Células-tronco
embrionarias.

A diferenciagdo foi iniciada em meio contendo
20% de FCS. Foram semeados fibroblastos (HDF
cocultura) e usados fatores de crescimento: FGF
humano acido/bésico, KGF, FGF10, TGFa,
TGFbl e SF/HGF.

BAGUTTI et
al, 1996.

Células-tronco
embrionarias.

Células-tronco foram cultivadas meio alimentador
de Mitomicin C, tratado com fibroblastos
embrionarios de ratos em meio Dulbecco
modificado por Eagle, suplementado por 15% soro
fetal bovino (FCS), 2 mM L-glutanina,
aminoacidos nao essenciais, 50U/mL
penicilina/streptomicina e 50 uM de B-
mercaptoetanol.

Quadro 1. Relacdo de autores e suas metodologias empregadas na diferenciacdo
de células-tronco em queratindcitos.
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DISCUSSAO

Desenvolver protocolos eficientes para que haja uma diferenciacdo in vitro, promovendo um
modelo que permita caracterizacdo molecular e possiveis manipulacbes genéticas, sdo de
importancia crucial’ ao desenvolvimento de estratégias para a engenharia tecidual.

A manipulacdo de células-tronco pode trazer, além das implicacbes éticas, problemas como a
formacéo de tumores por distarbios na diferenciacédo final das linhagens.

Observando as metodologias afixadas no quadro podemos comprovar ainda a inexisténcia de um
protocolo simalar, ideal para o trabalho de diferenciacdo, contudo ja observamos algum
direcionamento, alguns encaminhamentos metodoldgicos com certa semelhanca entre os autores,
principalmente com relacdo ao uso de proteina morfogenética dssea tipo 4, acido retindico e
acido ascorbico.

A proteina morfogenética tipo 4, segundo ITOH, KIURU, CAIRO e CHRISTIANO, 2011, serve
ao bloqueio do direcionamento da diferenciacdo das células-tronco a linhagem neural, j& o acido
retindico foi utilizado por esses pesquisadores para promover a diferenciacdo ectodérmica das
celulas.

Metallo, em 2008, informa que o acido retindico usado em sua metodologia era um potente
regulador da proliferacdo e diferenciacédo celular, sendo altamente envolvido no desenvolvimento
embrionario, contudo sendo apresentado como um inibidor da diferenciacdo terminal dos
queratinocitos in vitro, por modulacgéo da p63.

Coraux, em 2003, informa que o acido ascorbico atua como um eliminador de radicais livres,
promovendo a proliferagdo mesenquimal, a sintese de colageno, a diferenciacao de fibroblastos e
a sobrevivéncia de queratindcitos, contudo quando associado a preteina morfogenética ndo trouxe

efeito aditivo ou sinérgico, quanto a sobrevivéncia dos queratindcitos. Ja o artigo “Human
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Embryonic Stem Cell-Derived Keratinocytes: How Close to Clinics?” indaga sobre a
possibilidade de a combinacdo de &cido ascérbico e BMP4, usada por GUENOU, NISSAN,
LARCHER, FETEIRA, LEMAITRE, SAIDANI et al, poderia gerar e manter uma populacdo
diferenciada relativamente menor de derivados epiteliais de células-tronco embrionarias humanas
ou progenitores de longa vida em comparacdo com a proliferacdo minima de derivados
queratinociticos descritas por trabalhos anteriores®.

No trabalho de Nissan, 2010, ndo ha informacdo sobre as funcbes do acido ascorbico em sua
metodologia.

Outra indicacdo importante observada nos trabalhos, em suas metodologias, foi a utilizacdo de
fatores de crescimento, matriz livre de queratindcitos e coculturas com fibroblastos e
queratinécitos. HENG, CAO, LIU e PHAN também dissertam em sua revisdo sobre formas de
diferenciacdo das células-tronco em queratindcitos, citando estimulos fisicos (campos elétricos e
magnéticos, calor, forcas mecanicas, irradiacdo, diminuicdo de umidade e baixa tensdo de
oxigénio), bem como a introducdo de sinalizadores que induzam o acoplamento intercelular
através de gaps juncionais, como dibutril cCAMP, lipoproteinas de baixa densidade, dopamina,
sulfato de condroitina, glicorticoides, inibidores de glicosilacdo e bloqueadores de condugéo de
potassio como o tetraetilamonio e 4-aminopiridina.

Ainda, o artigo de Heng alerta que as coculturas carreiam um forte risco de transmissédo de
patogenos, em particular virus. Tal informacdo é de interesse extremo, uma vez que varios
estudos comprovam que as coculturas de fibroblastos estimulam muito a diferenciacdo de
células-tronco em queratindcitos, estimulando assim sua feitura.

Os meios de cultura possivelmente sdo carreadores de fatores de crescimento e citocinas,
mostrando um alto potencial para a diferenciagdo em queratinocitos, mesmo aqueles livres de tais

células.
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Um grande namero de artigos tem como tema a pesquisa com células-tronco derivadas de
precussores queratinociticos, o que ndo foi objeto de nosso artigo, que buscou apenas
diferenciacdo de células-tronco embrionarias ou adultas ndo epidérmicas (precursoras de
queratindcitos) em cultura. Mesmo assim achamos importante informar que nesse viés temos o
artigo de WU, QUONDAMENTTEO, LEFEVER, CZUCHRA, MEYER, CHROSTEK et al, de
2006, que estuda a diferenciacao de células-tronco da pele, dentro do foliculo piloso, requerendo
a inibicdo da degradagdo de B-catenin, o que é controlado pelo complexo contendo axin e a
proteina kinase GSK3f. No trabalho ¢ mostrado que através do uso de um gen condicional em
camundongo, a GTPase Cdc42 é decisiva para a diferenciacdo de progenitores da pele?. Em um
outro artigo de 1997, Gandarillas e Watt demostram a participacdo da expressdo de c-Myc na
diminuicdo das divisdes dos queratindcitos, mas com um aumento da diferenciacdo para essa
linhagem, sem provocar apoptose™.

Em abril de 2011, SUN, FU, HAN, ZHAO, LIU e SHENG mostraram a “dediferenciacdo” de
queratindcitos a células-tronco precursoras de queratindcitos, in vitro, com fator de crescimento
basico de fibroblasto, sem a intervengdo genética. Essa nova célula demostrou P1-integrina,
CK19 e CK14%,

Ainda nessa linha de pesquisa, em 2004, ROH, TAO E LYLE isolaram células-tronco epiteliais e
as colocaram em cocultura com células da papila dérmica para observar as mudancas na
expressao génica das células-tronco queratinociticas, uma vez que tal interacdo € crucial para o
desenvolvimento normal do foliculo piloso®.

Fortunel et al. (2010) realizaram procedimento para a diferenciagdo de células-tronco
epidérmicas em queratindcitos utilizando uma mistura de meios com DMEM e Ham-F12 (3:1),

mais soro fetal bovino, fator de crescimento epidermal (EGF), transferrina, insulina,
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hidrocortisona, adenina, triiodothironina, L-glutamina, e mistura de antibioticos; essas culturas
foram acondicionadas em placas com colageno tipo 1, fibroblastos e 5% de CO2.

Gniadecki, em 1997, mostrou a habilidade do 1,25(0OH),D3; em induzir diferenciacdo terminal e
inibir o crescimento de culturas com células-tronco queratinociticas®.

Por meio do trabalho “Endogenous Myc controls mammalian epidermal cell size,
hyperproliferation, endoreplication and stem cell amplification”, de 2005, ZANET, PIBRE,
JACQUET, RAMIREZ, ALBORAN e GANDARILLAS apresentam resultados que mostram
uma funcdo enddgena da Myc na homeostase epidérmica. Seus dados apontaram que o Myc em
células-tronco é incapaz de amplificar o tempo de vida e levam a um limitado tempo de vida em
cultura, dando limitada proliferacdo de progenitores in vivo, embora uma correta atividade de
Myc pareca ser essencial para uma renovacdo e funcdo normais das células-tronco®. A reducio
do comportamento proliferativo leva a uma prematura diferenciacéo in vivo e em cultura.

O artigo de 2010, construido por TOAI, THAO, GARGIULO, THAO, THUY, TUAN et al,
intitulado “In vitro culture of Keratinocytes from human umbilical cord blood mesenchymal stem
cells: the Saigonese culture”, que nao foi encontrado pela metodologia da revisdo sistematica,
mas que por seu elevado valor elucidativo foi aqui acostado, trata da diferenciacdo de células-
tronco mesenquimais obtidas do corddo umbilical, trabalho semelhante ao que nosso grupo
realiza na Universidade Federal do Pernambuco. No artigo, apés coleta e processamento das
células-tronco mesenquimais, procede-se a cultura das células mononucleares, através de
passagens sucessivas e utilizacdo de PBS (solucdo divisora), bem como solugcdo de tripsina-
EDTA, incubacdo a temperaturas especificas (37° C) com 5% de CO,, além de IMDM-plus e
15% de soro fetal bovino (FBS), realizou-se centrifugacdo. Em seguida as células-tronco

mesenquimais sdo induzidas a se diferenciarem em queratin6ticos através da semeadura em meio
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composto por combinacdo de PCM com SFM (1:9). Para confirmacdo da diferenciacdo foram
realizadas coloragdes especificas (imunoflurescéncia) para K1-10 e p63 (anticorpo)™.

O artigo de Nissan, 2010 (Les cellules souches pluripotentes font peau neuve), produziu um
modelo tridimensional para utilizagdo com enxerto, a maior parte dos outros artigos se limitou a
realizar a transformacéo da célula-tronco em queratindcitos. Tal falta na metodologia traz poucos
dados para o entendimento das alteracGes sofridas pelas células que estdo em processo de
diferenciacdo, como ha no organismo, ou seja, um relacionamento entre células e estimulos.

A importancia do conhecimento sobre a metodologia para as culturas apropriadas que fornegcam
tecidos de pele funcional, repousa sobre as necessidades claras, como bem informa LOFEGO
FILHO, DADALTI, SOUZA, SOUZA, SILVA e TAKIYA, no artigo de Revisdo “Enxertia de
pele em oncologia cutanea”, publicado nos Anais Brasileiros de Dermatologia, em 2006.
Dominar técnicas que oferecam uma plataforma doadora de forma ilimitada, resolvendo situacdes
préprias das dificuldades da utilizacdo de préaticas cirdrgicas ligadas a enxertia, como citam 0s

>3 também

trabalhos “Uso de esponja cirurgica para curativo compressivo de enxerto cutaneo
publicado nos Anais, é uma necessidade médica.
Assim, trabalhos como os de YARAK e OKAMOTO (2010) que reiteram a necessidade de

dominio das técnicas que levem as reparacOes e regeneracdes, tém sido cada vez mais

importantes no meio cientifico.

CONCLUSAO
1. Os artigos cientificos estudados apontam, em sua analise, uma falta de seguimento
protocolar unificado, embora alguns deles mostrem uma similaridade de técnica e

objetivos.
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2. Para que tenhamos seguranca nas diferenciacdes celulares, principalmente no que tange a
utilizacdo de células tronco, com maior ou menor potencial de transformacédo em diversas
linhagens celulares, necessitamos desenvolver modelos mais apropriados, que possam ser
seguidos pela comunidade cientifica.

3. Tais modelos poderdo referenciar os contatos celulares, a conexdo a citocinas e fatores de
crescimento, bem como o aspecto tridimensional dos tecidos, levando ao viés da cultura

“organotipica”, onde ha o respeito as relagdes celulares.
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5. MATERIAL E METODO

5.1. Biomateriais

O gel de biopolimero de cana-de-agUcar e as membranas desse biomaterial foram cedidos
pelo grupo de pesquisa Biopolimeros de Cana-de-Agulcar, coordenado pelo Prof. Dr. José
Lamartine de Andrade Aguiar do Programa de Pds-graduacdo em Cirurgia do Hospital das
Clinicas-CCS/UFPE.

O gel é obtido segundo metodologia de Santos-Magalhaes et al.(2007).

5.2. Cultura de células-tronco

5.2.1 Casuistica e manuseio dos corddes umbilicais

Corddes umbilicais foram obtidos de parturientes (n=40, com 36 a 40 semanas de idade
gestacional), s6 ap0s a assinatura de um termo de doacdo de Consentimento Livre e Esclarecido
de acordo com protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco —
CEP/CCS/UFPE (ANEXO 1). Os corddes coletados foram processados no periodo de seis a 12
horas depois do parto normal ou cesaria, no Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento
de Histologia e Embriologia-CCB/UFPE.

5.2.2 Isolamento e cultura das células-tronco mesenquimais

A veia de cada corddo foi canulada e lavada interiormente com solucdo tampéo cordédo
(pH=7,4). Posteriormente, a parte distal do vaso foi clampeada e 0 mesmo preenchido com 0,1%
de solugédo de colagenase IV (Sigma, St. Louis, MO, USA), quando entdo a parte proximal foi
também ocluida. Apds a incubagcdo do corddo umbilical a 37 °C por 5 minutos, a veia foi
gentilmente massageada e procedeu-se a drenagem da solucdo de colagenase contendo as células.
Em seguida, a veia foi novamente preenchida com Meio Eagle modificado por Dulbecos (D-
MEM, Sigma) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB, HyClone) para a coleta do
restante do material. A suspensdo de células obtidas do corddo umbilical foi centrifugada até

4009 e o sedimento celular ressuspendido em meio D-MEM suplementado com 20% de SFB e
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mistura de antibioticos: 100U de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma).
Posteriormente, as células foram contadas e plaqueadas a uma concentracéo de 10° células/mL,
em garrafas de 25 cm? (Cellstar, Greiner/Germany) previamente revestidas com gelatina porcina
(Sigma/USA) como controle e com o gel de biopolimero de cana-de-aglicar como novo suporte.

As culturas foram acompanhadas semanalmente através de sistema de video-microscopia
de contraste de fase (LEICA).

5.2.3 Avaliacéo da densidade e sobrevivéncia das células

A contagem e a viabilidade das células em cultura foram realizadas com o auxilio de
camara hematimétrica. Apds a incubacdo, uma aliquota da suspensdo de células foi retirada e
diluida em Azul de Trypan (0,2%, Sigma). As células foram observadas em fun¢do de possiveis
alteracdes morfoldgicas e contadas em Camara de Neubauer. As células vidveis excluem este
corante e apresentam-se com o aspecto translicido; ja as células mortas foram percebidas por

exibirem uma coloragéo arroxeada.

5.3. Imunofenotipagem das células-tronco mesenquimais

A confirmagdo da linhagem mesenquimal foi realizada através da citometria de fluxo
(FACScalibur BD®) pela Profa. Dra. Marcia Bezerra da Silva do Departamento de Biofisica e
Radiobiologia-CCB/UFPE, em colaboracdo com a Dra. Valéria Régo Alves Pereira do Centro de
Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPgAM/FIOCRUZ/PE). Foram utilizados anticorpos monoclonais,
ou seja, marcadores de células mesenquimais (CD 29 e CD 44) e marcadores de células da
linhagem hematopoiética (CD 34 e CD 45), que reconhecem antigenos especificos na membrana

das células e que foram conjugados com moléculas fluorescentes (FITC).

5.4. Avaliagdo das caracteristicas morfologicas das células-tronco mesenquimais

As culturas de celulas foram acompanhadas semanalmente através de sistema de video-
microscopia (LEICA) com o auxilio de microscopio de contraste de fase para verificagdo das
caracteristicas morfologicas. A evolucdo da morfologia foi semanalmente registrada através das
capturas de imagem, no intuito de se comparar 0s aspectos dessas células desde o isolamento até
as sucessivas passagens in vitro, levando-se em consideracao os tipos de suportes utilizados no

cultivo das mesmas (gel e membranas de polimero de cana-de-agucar).
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J& a microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada ap6s duas semanas de
cultivo sobre as membranas do biopolimero. As células foram fixadas em solucdo de 0,5mL de
glutaraldeido e 4,5mL de solucdo tampdo (pH= 7,4) e, em seguida, preparadas de acordo com
protocolo do setor de MEV no Setor de Microscopia Eletronica do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Azami (LIKA), sob a coordenacdo dos pesquisadores: Dr. Luiz Carlos
Alves e Dr. Fabio André Brayner dos Santos.

5.5. Diferenciacao celular em queratindcitos

Os ensaios para diferenciacdo em queratindcitos foram realizados apds a segunda
passagem da cultura com 2x10* de células em placas estéreis com 12 pocos segundo a
metodologia modificada de Toai et al. (2009; 2010): as CTMs foram induzidas a diferenciar-se
em queratindcitos quando adicionado um meio composto pela combinacdo de DMEM/Ham’s F12
(Dulbecco’s modified Eagle Médium, mais Fator 12 de crescimento: 3:1, v/v), 15% de SFB (soro
fetal bovino), 10 ng/mL de Fator Epidermal de Crescimento (EGF), hidrocortisona 0,4 mg/mL e
5 pg/mL de insulina; também foi adicionado mistura de antibioticos (penicilina/estreptomicina)
por um periodo de duas semanas. As placas contendo o gel de biopolimero de cana-de-acUcar e as
células em processo de diferenciacdo foram avaliadas com auxilio de microscopio invertido de
contrate de fase (LEICA) e registro fotogréafico através do sistema Motic (Camera MOTICAN
2000).



45

6. RESULTADOS

6.1 Isolamento e cultivo de CTMs sobre a gelatina Porcina®

As coldnias de células com morfologia fibroblastoide foram observadas nas placas de cultura
logo ap6s 72 horas (em torno de 3-4 dias) e a formagdo da monocamada ocorreu com cinco dias
de cultivo, onde observamos o tapete celular com algumas &reas abertas a serem posteriormente
preenchidas (Figuras 1A e 1B).

As células aderentes foram cultivadas até alcancarem uma confluéncia de 80-90%, como
podemos notar na figura 1D (células com dez dias de cultivo).

A figura 1E representa uma subcultura de 1% passagem, onde observamos células com
morfologia alongada numa evolucao temporal em relacdo ao cultivo inicial em torno de 14 dias.
A figura 1F representa uma area ampliada do cultivo de 14 dias, com células alongadas e

evidente processo de divisao celular.

o ay

Figura 1. Fotomicrografias da evolu¢cdo do cultivo de células-tronco de corddo umbilical humano
realizadas com microscépio de contraste de fase: A) Células com aspecto fibroblastéide e algumas de
forma arredondada sao observadas com 72 horas de cultivo. B) Formacdo de monocamada apds cinco
dias de cultivo e C) Area ampliada da monocamada. D) Células confluentes com dez dias de cultivo E)
Subcultura (12 passagem): notar grande densidade de celulas com morfologia alongada, totalizando-se
14 dias a partir do cultivo inicial e F) Area ampliada do cultivo de 14 dias, com células alongadas e
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evidente processo de divisao celular (seta). Escala de barra = 200 um (A, B, D e E), 100 um (C), 50 um
(F).
Os aspectos morfoldgicos das ceélulas fenotipicamente semelhantes as células-tronco

mesenquimais de corddo umbilical humano em torno de 28 dias de cultivo foi descrito em fungéo
da capacidade de remodelacéo citoplasméatica como mostrado na Figura 2. Essas células iniciam
sua expansdo de forma “sui generis” de acordo com o tempo de cultivo como mostram as figuras

2, 3e4 (28, 40 e 45 dias de cultivo, respectivamente).

Figura 2. Cultura de células fenotipicamente semelhantes as células-tronco mesenquimais de cordao
umbilical humano apés 28 dias de cultivo: A) células com evidente expansao citoplasmatica ao redor do
ndcleo. B, C e D) células com prolongamentos citoplasmaticos em forma de leque, nicleos ovais e mais
de um nucléolo. Escala de barra = 100 pm.

Figura 3. Cultura de células fenotipicamente semelhantes as células-tronco mesenquimais de cordao
umbilical humano apo6s 40 dias de cultivo. Células com prolongamentos citoplasméaticos ramificados e
remodelacéo citoplasmatica permitindo um aumento de comunicacao celular. Escala de barra = 200 um
(A), 100 um (B e C).

Figura 4. Cultura de células-tronco de corddo umbilical humano apés 45 dias de cultivo. Célula com
regides citoplasmaticas rendilhadas. Escala de barra = 100 um (A, B, C e D).
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6.2. Analise da imunofenotipagem das células-tronco mesenquimais

Todas as células do organismo apresentam um perfil de marcadores de superficie que
caracterizam a singularidade bioldgica e a marca das células que os contém (COVAS, 2006).
Apesar da grande quantidade de marcadores positivos descritos na literatura ndo ha para as CTMs
um marcador positivo definido e definitivo. Sendo sua caracterizacdo estabelecida pela
identificacdo de uma combinacdo de marcadores especificos e ndo especificos (MEIRELLES et
al., 2010).

Para a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) as CTMs sdo negativas para a
expressdo dos marcadores CD34, CD45 e CD14; crescem aderidas ao substrato, sdo cultivaveis
por longos periodos e capazes de se diferenciar em pelo menos duas linhagens celulares. Ha na
literatura, um consenso de que as CTMs expressam niveis variaveis de CD44 e também tém
expressdo positiva para a molécula de adesdo CD29 (BYDLOWSKI et al., 2009).

A andlise imunofenotipica deste estudo revelou expressdao positiva para marcadores
moleculares de superficie como CD 44 (receptor de hialuronato) e CD 29 (molécula de adesdo da
superfamilia das Integrinas — VLA beta). Além do que, foi confirmada expressdo negativa para
marcadores tipicos de linhagens hematopoiéticas e endoteliais, como CD 34 (receptor de células
endoteliais) e CD 45 (presentes em todas as células hematopoiéticas); confirmando-se assim o

que é mencionado na literatura.

6.3. Cultivo das células-tronco mesenquimais sobre o gel de biopolimero de cana-de-agUcar
O uso do biopolimero de cana-de-agucar como um novo suporte de cultivo das CTMs do

corddo umbilical humano sustentou o crescimento de coldnias celulares com morfologia alongada

em disposicao radial e a confluéncia de células fibroblastoides foi evidente com sete dias do

inicio da cultura (Figura 5).
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Figura 5. Fotomicrografias da evolu¢do do cultivo de CTMs cultivadas sobre o gel de biopolimero de
cana-de-aclcar avaliado através de microscopio com contraste de fase: A) Células fibroblastoides
dispostas em arranjo radial, observaveis com 72 horas de cultivo (100x). B) Ampliacdo de parte das
células em arranjo radial, destacando a morfologia alongada das mesmas (200x). C) Colbnias
fibroblastoéides com sete dias de cultivo (100x).

6.4. Cultivo das células-tronco mesenquimais sobre membranas de biopolimero de cana-de-
acgucar

O cultivo de CTMs do cordao umbilical humano sobre membranas do biopolimero de cana-
de-agUcar revelou crescimento de col6nias celulares, onde as células apresentaram formato
variando de arredondadas (maior parte) a fibroblastoides (Figura 6) e evidente
biocompatibilidade (80-90 %) em funcdo do processo de confluéncia estabelecido por volta de

sete dias (Figura 7).

Figura 6. Fotomicrografia da evolucdo do cultivo (em torno de cinco dias) de CTMs de cord@o umbilical
humano sobre membrana de biopolimero de cana-de-aglcar: A) células com formato variando de
arredondadas (maior parte) a fibroblastéides (100x).
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Figura 7. Fotomicrografia da evolu¢do do cultivo (com 07 dias) de CTMs de corddo umbilical humano
sobre membrana de biopolimero de cana-de-acglcar: A) células em processo de confluéncia sobre o novo
suporte (100x).

6.5. Cultivo das CTMs na auséncia de diferenciadores em membranas de biopolimero de
cana-de-acucar avaliadas através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Aspectos evidenciados através da microscopia eletrnica de varredura caracterizam de forma
tridimensional os variados formatos das CTMs quando cultivadas sobre as membranas de
biopolimero de cana-de-acUcar, algumas se apresentam com formas arredondadas e outras

irregulares (Figura 8).

Figura 8: Microscopia eletrénica de varredura de células-tronco mesenquimais (CTMs) sob a membrana
de biopolimero de cana-de-agUcar. E possivel observar a morfologia arredondada das células e algumas
com aspecto irregular com emisséo de finos prolongamentos (A e B).
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Observamos ainda (na MEV) que as CTMs emitem finas conexdes citoplasmaticas
(nanofibras) em direcdo a malha do biopolimero de cana-de-agucar, permitindo sua ancoragem

nesse biomaterial e a comunicacdo com as células adjacentes (Figura 9).

Figura 9: Micrografia de microscopia eletrbnica de varredura de células-tronco mesenquimal (CTM)
cultivada em membrana de biopolimero de cana-de-aglcar. Finas conexdes celulares (nanofibras) séo
observadas em direcdo a malha do biopolimero de cana-de-agUcar e também interconexdes entre as
células.

~
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Figura 10: Micrografias de microscopia eletrdnica de varredura detalhando superficie da membrana do
biopolimero de cana-de-aclcar. A) Nota-se o0 aspecto entrelagcado das finas conexfes celulares
(nanofibras) e B) Representacao exclusiva da malha do biopolimero de cana-de-aglicar com longas
fibras entrelacadas e dispostas homogeneamente.

6.6. Culturas de células-tronco mesenquimais sob acdo de diferenciador para células
epiteliais (queratinocitos) no gel de biopolimero de cana-de-acUcar avaliadas através da
Microscopia Invertida por Contraste de Fase

A escolha do gel de biopolimero de cana-de-aglcar com suporte das CTMs para o referido
ensaio se deu em fungéo da necessidade da montagem de uma base de sustentacdo mais coesa

para as células se firmarem mimetizando-se uma possivel “membrana basal” e conseqlientemente
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iniciarem a diferenciacdo para células fenotipicamente programadas para queratinizag&o.
Todavia, mesmo montando esse alicerce, observamos que o gel de biopolimero de cana-de-
acucar ao ser espalhado no fundo dos pocos das placas de cultura tem a tendéncia de absorver o
meio de cultura, segmentando-se em algumas areas na forma de grumos e de aspecto amorfo.
Logo, observamos que, inicialmente, grande parte das células conservou a morfologia
arredondada nas condigdes preconizadas e apresentaram-se ora de forma enfileirada em algumas
areas do novo biomaterial, como também espalhadas no referido gel (Figura 11). Em torno de 14
dias, sob efeito da inducdo estabelecida, a tipica forma cubdide-arredondada das col6nias de

celulas semelhantes aos queratindcitos foram observadas nas culturas (Figura 12).

Figura 11: Cultura de CTMs com uma semana sob a influéncia de diferenciador para células epiteliais
(queratindcitos) no gel de biopolimero de cana-de-aclcar, avaliadas através de microscopio invertido por
contraste de fase. A) Gel de biopolimero de cana-de-aglcar (em grumos) sem células. B) CTMs
semeadas sobre o biomaterial; C) Nota-se a disposi¢édo das células em fileira na borda de alguns grumos
do referido gel (200x). D) Ampliacdo (200x) de um conjunto de células enfileiradas e alguns
conglomerados no interior do gel de cana-de-acucar. A e B (100x).
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Figura 12: Cultura de CTMs com duas semanas sob a influéncia de diferenciador para células epiteliais
(queratindcitos) no gel de biopolimero de cana-de-agUcar, avaliadas através de microscopio invertido por
contraste de fase. A) Gel de biopolimero de cana-de-aglcar (em grumos) com células e sob acao do
diferenciador. B) Gel de biopolimero de cana-de-aclcar (em grumos) com CTMs semeadas sobre o
biomaterial; C) nota-se a disposi¢éo das células em fileira em alguns grumos do referido gel (200x). D)
Ampliagdo (200x) de um conjunto de células cubodide-arredondadas no gel de biopolimero de cana-de-
acucar. A e B (100x).
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7. DISCUSSAO

A engenharia de tecidos estd voltada para o desenvolvimento de novos materiais ou
dispositivos com capacidade de formar interacGes especificas com os tecidos biologicos
(CROCE, et al., 2004). Logo, as pesquisas nessa area do conhecimento tém se intensificado na
busca de novas classes de polimeros biodegradaveis com bioatividade especifica e controlavel
(MADIHALLY et al., 1999), que possam ser utilizados como suporte para cultura celulares
(NEHRER et al., 1997, DEE et al., 1998; ANSELME, 2000).

Biopolimeros que contém carboidratos apresentam altas taxas de biocompatibilidade
devido as semelhancas com os tecidos vivos (KAPLAN, 1998). Em estudos prévios a estrutura
quimica do biopolimero de cana-de-acUcar foi determinada, observando-se em sua constitui¢éo
diferentes monossacarideos: glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,68%, acido glicurdnico
0,83%, manose 0,82%, arabinose 0,37%, galactose 0,13%, ramnose 0,01% e fucose 0,01%
(CASTRO et al., 2004).

O biopolimero de cana-de-aclcar tem se apresentado como um biomaterial de grande
interesse para inimeros grupos de pesquisa que visam o emprego do mesmo em diferentes areas
de investigacdo. Esse biomaterial tem sido produzido a partir uma matéria-prima abundante e
renovavel, como plantios comerciais de cana-de-agUcar da regido Nordeste do Estado de
Pernambuco (CASTRO et al., 2004). Portanto, pesquisas dirigidas a utilizacdo do biopolimero de
cana-de-agclcar como suporte para o cultivo de células-tronco (CTs), estdo comecando a
despontar como um novo procedimento dentro da area de biomateriais (LIMA et al., 2005).

A interacdo dos tecidos e fluidos do corpo com o0s biomateriais constitui um mecanismo
de fundamental importancia para a engenharia de tecidos (FEDERMAN et al., 2009). Neste
contexto, a formacdo de uma matriz é essencial para a constituicdo de um arcabougo necessario
no transporte de nutrientes, oxigénio e residuos metabolicos; e essa matriz deve ser
biocompativel, ndo irritante e resistente (PERTILE et al., 2007).

Os componentes de um suporte utilizado no cultivo de células parecem ativar a
morfogénese das mesmas, enquanto este é gradualmente degradado e substituido pelo tecido
regenerado (SOARES et al., 2007). Estudos referem que a adesdo celular é um dos pré-requisitos
para a proliferacédo e diferenciacdo celular antes da formacgéo do tecido; desse modo, o grau de

adesdo celular determina o sucesso de um biomaterial (SOARES et al., 2007).
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Os aspectos morfoldgicos evidenciados em nossos resultados revelaram a forma
fibroblastoide das células com prolongamentos citoplasméaticos mais alongados buscando
ancoragem em varias direcGes e consequentemente ampliando o contato entre as mesmas. Em
funcdo dessa constatacdo foi sugerido que essa plasticidade conferida pela adesdo e proliferacéo
celular, favoreceu o estabelecimento da biocompatibilidade semelhante aquela observada com
suportes comercialmente utilizados. Nossos achados séo reforgados por trabalhos da literatura
que referem o processo inicial de adesdo celular a uma superficie caracterizado por ligacdes
fracas, passando pelo espraiamento celular que favorece a formacdo de ligacdes fortes entre a
célula e o substrato (PERTILE et al., 2007; FEDERMAN et al., 2009).

Os suportes biolégicos utilizados in vitro tém a finalidade de manter o crescimento celular
para o possivel desenvolvimento de novos tecidos. Desta forma, uma resposta celular adequada,
adesdo e espraiamento, apds a implantacdo de substratos bioldgicos sdo consideradas essenciais
para a engenharia tecidual (CHEN et al., 2005). No estudo que realizamos a hip6tese de que o
biopolimero de cana-de-aglcar poderia ser utilizado como novo suporte para cultivo de CTMs,
em substituicdo aqueles comercialmente utilizados (como a gelatina Porcina®), foi confirmado.

Os suportes para crescimento das células podem ser configurados como de forma fechada
ou aberta. Os suportes fechados criam um microambiente para o crescimento das células
implantadas e as protegem do reconhecimento e agressao do sistema imunoldgico; os suportes
abertos permitem a incorporacdo de novas células ao tecido, estimulando a reparagdo tecidual.
Para evitar qualquer processo de rejeicdo, o ideal seria associar os suportes abertos a drogas
imunossupressoras ou a células autélogas (STASHOWER et al., 1999; ANSELME, 2000; CHEN
et al., 2005.

Diversos estudos tém demonstrado dois pontos cruciais no que se refere a relacdo das
CTMs com o sistema imune; uma vez que, elas apresentam baixa imunogenicidade (DEANS;
MOSELEY, 2000; DI NICOLA et al., 2002; KRAMPERA, 2002) e parecem modular o sistema
imune (AGGARWAL; PITTENGER, 2005; RASMUSSON, 2006; UCCELLI et al., 2007). Em
virtude dessas condicOes, a aplicagdo das CTMs em combinagdo com o0s biomateriais para a
engenharia tecidual, possivelmente ndo exigiria a utilizagcdo de drogas co-adjuvantes como 0s
imunossupressores.

A possibilidade de se obter queratindcitos a partir de células mesenquimais oriundas do

sangue de corddao umbilical humano surgiu em funcdo da habilidade dessas células se
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diferenciarem em diferentes fenotipos celulares e por apresentarem agfes antiinflamatorias e
imuno-modulatéria que séo cruciais especialmente na producdo de enxertos para a regeneragdo
da pele (TOAI et al., 2010).

As caracteristicas das CTMs as tornam uma fonte celular promissora para a engenharia
tecidual. As CTMs tém a capacidade de se diferenciarem em células especificas do tecido
mesenquimal, podendo produzir células dos diferentes tecidos como 06sseo, cartilaginoso,
muscular, medular, entre outros (PHINNEY et al., 2007; YAMASAKI et al., 2008). Essas celulas
também secretam uma grande variedade de moléculas bioativas que podem regenerar o
microambiente tecidual na area da injaria (SERRANO et al., 2004; CHEN et al., 2005). Assim,
as CTMs sdo propostas como uma nova ferramenta para a reparacdo de defeitos no tecido
mesenqguimal, utilizando-se os principios e praticas da engenharia tecidual (KAPLAN, 1998).

Os biomateriais devem apresentar cinco propriedades para a aplicacdo na engenharia
tecidual como; biocompatibilidade, capacidade de suportar o crescimento celular, orientar e
organizar as células, possibilitar a proliferagdo, ao mesmo tempo em que devem manter a difuséo
de fatores de crescimento e residuos, e por Gltimo, quando a fun¢éo tecidual estiver restabelecida,
serem degradados sem provocar efeitos colaterais (BOROJEVIC, 2004). Dessa forma, o0s
biomateriais utilizados na engenharia tecidual devem ser capazes de prover proliferacdo celular, e
a adequacdo do microambiente no local da implantacdo sendo de fundamental importancia para
que a interface célula-biomaterial possa ocorrer naturalmente (COVAS, 2006).

O tipo de cultura que apresentamos neste estudo, nos permitiu avaliar a morfologia das
CTMs e suas interacbes célula-célula e célula-matriz numa condicdo usualmente realizada in
vitro, ou seja, o cultivo em monocamada utilizando como novo suporte o biopolimero de cana-
de-acucar. Nosso trabalho corrobora com outros da literatura, no que concernem ao avangar da
tecnologia, onde muitos autores tém enfatizado a necessidade de serem desenvolvidos
dispositivos tridimensionais que possam inovar as pesquisas direcionadas a regeneracdo de
orgaos e tecidos (BOROJEVIC, 2004, PHINNEY; PROCKOP, 2007; MONTEIRO et al., 2008;
KOLF et al, 2007; HODGKINSON; BAYAT, 2011). Sendo assim, a necessidade de melhor
caracterizarmos o processo de diferenciacdo das CTMs do corddo umbilical em queratindcitos
quando cultivadas em gel de biopolimero de cana-de-agucar, parece promissora e deve ser

incentivada, podendo abrir novas perspectivas de aplicacfes no campo da engenharia tecidual.
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8. CONCLUSOES

8.1. O isolamento e cultivo das CTMs foram estabelecidos sobre os novos suportes de

biopolimero de cana-de-acUcar (gel e membranas).

8.2. As CTMs aderiram e proliferaram sobre 0s novos suportes de biopolimero de cana-de-
acucar, exibindo uma das propriedades essenciais a um verdadeiro biomaterial, a

biocompatibilidade.

8.3.  Os novos suportes estudados para cultivo das CTMs favoreceram o crescimento de células
fibroblastoides e a remodelacdo citoplasmatica pode ser observada com o evoluir da cultura,

ndo diferindo daqueles comercialmente utilizados.

8.4. As CTMs foram capazes de se diferenciarem em células semelhantes aos queratindcitos
no gel de biopolimero de cana-de-agucar. Todavia, mais estudos deverdo ser realizados para
melhor caracterizar o referido processo; uma vez que, possivelmente, esse modelo
metodold6gico possa fornecer uma fonte eticamente ndo controversa e facilmente acessivel de

queratindcitos para futuras aplicacdes experimentais e clinicas.
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9. PERSPECTIVA
O uso da imunocitoquimica far-se-a importante na identificacdo dessas células que
sofreram diferenciacdo, podendo-se ter maior especificidade e sensibilidade na deteccdo das

células queratinociticas.
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Abstract

Biopolymers can be considered innovative biomaterials with widespread application in cell
biology by outstanding biocompatibility. In this context, we evaluated the morphological aspects
of mesenchymal stem cells cultured on biosupports (gel or membrane) of sugarcane biopolymers
and followed the differentiation of these cells into keratinocytes. Umbilical cords were delivered
from mothers in accordance with Ethical Committee. Adherent cells were cultured until reached
80-90% confluence and mesenchymal lineage was confirmed by flow cytometry. Morphological
aspects were analyzed by light phase-contrast and scanning electron microscopy. These cells
were also cultured on commercial support and exhibited fibroblast-like morphology at 72 hours.
When cultured on gel of sugarcane showed similar to fibroblasts, but more elongated in radial
arrangement. Around 28 days, the cytoplasmic plasticity was evident. With 40-45 days
cytoplasmatic extensions were characterized by tracery aspect. The scanning electron microscope
images of membranes revealed cells with rounded shape (the majority) and fine citoplasmatic
extensions (nanofibers). Through direct induction on sugarcane gel, mesenchymal stem cells
were capable to differentiate into keratinocyte-like cells and assuming the typical round-cuboidal
keratinocyte shape. In conclusion, the new biosupports used to culture of these cells showed
favorable biocompatibility and the potential of evolving new technology to improve currents

results.

Keywords: mesenchymal stem cell, umbilical cord, sugarcane biopolymer, cell differentiation,

keratinocytes.
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